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Description 

La presente invention conceme I'utilisation de sels de strontium pour I'obtention de compositions pharmaceutiques 
destinees k ta prevention et au traitement de I'arthrose. 

s L'utilisation de sels de strontium k usage therapeutique a dejci fait I'objet de nombreuses publications et de brevets. 

A titre d'exemple, le brevet US-A-4, 152,431 decrit des sels de metaux alcalins utilisables dans le traitement de I'in- 
flammation. Le brevet WO-A- 94/097 98 presente des complexes de sulfates de differents metaux, actifs dans le trai- 
tement des maladies de la peau. Les travaux de Olle Svensson et coll. (>4cfa Path. Microbiol. Immunol. Scand., Sect. 
A, 93, (1985), 115-120) montrent que le strontium joue un role dans certains cas de rachitisme. 

io La demanderesse a presentement decouvert que le strontium, sous forme de sels mineraux ou organiques, pos- 

sede de remarquables proprietes pharmacologiques et trouve une application en therapeutique tout k fait interessante 
dans la prevention et le traitement de I'arthrose. 

En effet, il a ete decouvert que les sels de strontium stimulent la synthese, par les chondrocytes humains, des 
proteoglycanes et du collagene de type II. 

is Ces molecules sont les deux composants majeurs de la matrice cartilagineuse extracellulaire. C'est la combinaison 

d'une forte concentration en proteoglycanes incrustes dans un reseau de collagene fibreux qui confere au tissu ses 
proprietes mecaniques. 

Comme la synthese et la secretion de proteoglycanes diminuent avec I'age, les sels de strontium presentent done 
un grand interet dans la prevention et le traitement de I'arthrose. Les sels de strontium sont done particulierement 
20 efficaces pendant le processus de reparation qui intervient dans la phase initiale de la maladie. 

La presente invention conceme l'utilisation des sels de strontium bivalent d'acides organiques ou mineraux pour 
I'obtention de compositions pharmaceutiques destinees k la prevention et au traitement de Tarthrose. 

Parmi les acides mineraux utilises pour salifier le strontium afin d'obtenir les sels selon la presente invention, on 
peut citer plus particulierement les acides chlorhydrique, sulfurique, nitrique, carbonique et phosphorique. 
25 Parmi les acides organiques utilises pour salifier le strontium afin d'obtenir les sels selon la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les acides tartrique, malique, maleique, malonique, fumarique, gluconique, oxalique, lacti- 
que, succinique, methanesulfonique, ethanesulfonique, camphorique, citrique ainsi que Pacide 2-[N,N-di(carboxyme- 
thyl)amino]-3-cyano-4-carboxymethylthiophene-5-carboxylique. 

A titre d'exemple et de maniere non limitative, la presente invention conceme I'utilisation selon I'invention de sels 
30 de strontium suivants : 

1) Sel distrontique de I'acide 2-[N,N-di(carboxymethyl)amino]-3-cyano-4-carboxymethyl-thiophene-5-carboxyli- 
que, 

2) Citrate de strontium, 

35 3) Camphorate de strontium, 

4) Ethanesulfonate de strontium, 

5) Methanesulfonate de strontium, 

6) Succinate de strontium, 

7) Lactate de strontium, 
40 8) Oxalate de strontium, 

9) Gluconate de strontium, 

10) Fumarate de strontium, 

11) Malonate de strontium, 

12) Maleate de strontium, 
45 13) Malate de strontium, 

14) Tartrate de strontium, 

15) Phosphate de strontium, 

16) Carbonate de strontium, 

17) Nitrate de strontium, 
50 18) Sulfate de strontium, 

19) Chlorure de strontium. 

Le sel de strontium prefere de la presente invention est le sel distrontique de I'acide 2-[N,N-di(carboxymethyl) 
amino]-3-cyano-4-carboxym6thylthiophene-5-carboxylique qui a ete decrit dans le brevet EP-B-0 415 850 pour ses 
55 propriety anti-osteoporotiques et son utilisation dans le traitement du vieillissement cutane et vasculaire, des affec- 
tions hepatiques et des affections dentaires. 

L'arthrose se caracterise anatomiquement par une destruction initiale et primitive des cartilages articulaires. 
En conditions normales, le renouvellement du cartilage est un processus tres lent consistant en une phase de 
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resorption par les chondrocytes, directement compensee par une phase de formation par ces memes chondrocytes. 

En conditions pathologiques, le renouvellement du cartilage peut s'accelerer, conduisant a une reaction de repa- 
ration precoce du cartilage suivie d'une decompensation cellulaire et d'une degradation du cartilage. La reaction de 
reparation resulte d'une multiplication clonale des chondrocytes et de leur synthese accrue des composants matriciels 
s du cartilage (D. Hamerman et coll., N. Eng. J. Med., (1989), 320(20), 1322-1330). 

Cette reaction homeostatique n'est pas adaptee et depend d'hormones system iques et de facteurs de croissance 
dont les secretions diminuent avec Page. La resorption du cartilage est regulee par des enzymes et des radicaux libres 
produits par des tissus adjacents, mais aussi et surtout par le chondrocyte lui-meme. 

II est done tout particulierement interessant de disposer de compositions pharmaceutiques permettant d'agir sur 
10 le metabolisme chondrocytaire, aussi bien sur la chondroformation que sur la chondroresorption. 

Ces compositions pharmaceutiques seront presentees sous des formes convenant aux administrations par vole 
orale, parenteral, transcutanee, nasale, rectale, perlinguale, et notamment sous forme de preparations injectables, 
comprimes, comprimes sublinguaux, glossettes, geiules, capsules, tablettes, suppositoires, cremes, pommades, gels 
dermiques, etc... 

is Outre un sel de strontium, les compositions pharmaceutiques selon I'invention contiennent un ou plusieurs exci- 

pients ou vehicules choisis parmi des diluants, des lubrifiants, des liants, des agents de desintegration, des absorbants, 
des colorants, des edulcorants, etc... 

A titre d'exemple et de maniere non limitative, on peut citer : 

20 m pour les diluants : le lactose, le dextrose, le sucrose, le mannitol, !e sorbitol, la cellulose, la glycerine, 

• pour les lubrifiants : la silice, le talc, I'acide stearique et ses sels de magnesium et de calcium, le polyethylene glycol, 

• pour les liants : le silicate d'aluminium et de magnesium, Pamidon, la gelatine, la tragacanthe, la methylcellulose, 
la carboxymethylcellulose de sodium et la polyvinylpyrrolidone, 

• pour les desintegrants : Pagar, I'acide alginique et son sel de sodium, les melanges effervescents. 

25 

La posologie utile varie selon le sexe, Page et le poids du patient, la voie d'administration, la nature de Paffection 
et des traitements eventuellement associes et s'echelonne entre 25 mg et 3 g de strontium par 24 heures, par exemple 
entre 100 mg et 2 g de strontium par 24 heures. 

Les exemples suivants illustrent I'invention sans toutefois la limiter en aucune fagon. 

30 

ETUDE PHARMACOLOGIQUE 

EXEMPLE A : Etudes des effets des seis de strontium selon I'invention sur le metabolisme des chondrocytes 

35 A) Protocole 

a) Culture de chondrocytes humains 

Les chondrocytes sont mis en culture pour une periode de courte duree afin de preserver leur phenotype. Dans 
40 cette methode, le cartilage est preieve sur des genoux de cadavres humains immediaternent apres le deces. On pra- 
tique une excision des couches superficielles et medianes en evitant la couche calcifiee. La cartilage est decoupe en 
petits fragments puis soumis a digestions enzymatiques. Les fragments de cartilage sont alors successivement traites 
par la hyaluronidase, la pronase et la collagenase. Premierement, les morceaux de cartilage sont incubes avec la 
hyaluronidase, prealablement dissoute dans du Dubbelco's Modified Eagle's medium (DMEM, ICN Biomedical) (0,5 
45 mg/ml ; 3 g de cartilage pour 10 ml de solution enzymatique), pendant 30 minutes a 37°C et sous constante agitation 
(200 tours par minute). 

Deuxiemement, les fragments de cartilage sont places dans une solution de pronase (1 mg/ml dans le DMEM ; 3 
g de cartilage pour 10 ml de solution enzymatique) et incubes avec cette enzyme pendant une heure a 37°C. 

Les fragments de cartilage sont ensuite incubes avec la collagenase (1 mg/ml ; 3 g pour 10 ml de solution enzy- 

so matique) dissoute dans du DMEM contenant 1% de Ultrosser G (Gibco, Gand, Belgique), pendant 20 heures a 37°C 
et sous constante agitation (200 tours par minute). Les cellules sont filtrees sur tulle de nylon (diametre des pores : 
25 ujti), lavees 3 fois, comptees (nombre variant de 1 .10 6 a 5.10 6 cellules/ml selon Petendue de I'etude) puis remises 
en suspension dans un milieu de culture approprie. Les cellules sont ainsi maintenues en suspension sous agitation 
constante dans un meiangeur giratoire (100 tours par minute) et sous une atmosphere composee a 95% d'air et a 5% 

55 de gaz carbonique. Les cellules et le surnageant sont separes par centrifugation (1000 tours par minute pendant 5 
minutes). Les agregats de cellules et le surnageant sont conserves a -20°C. 
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b) Traitements des cultures chondrocytaires 

Les chondrocytes (± 1 ,5. 1 0 6 cellules/ml) sont mises en culture pour 24, 48 et 72 heures en absence ou en presence 
d'un sel de strontium a tester, aux concentrations de KHM, 5.10/ 4 M et 10* 3 M. Pour chaque concentration de compose 
5 a tester et pour les controles correspondents, un lot de trois flacons de culture a ete mis en oeuvre. Chaque flacon 
contient ± 1 a 1,5.10 s chondrocytes. Uexperience est repet6e deux fois sur deux donneurs differents. Les proteogly- 
canes et le collagene II sont mesures dans les sumageants et dans les phases cellulaires. 

c) Parametres etudies 

10 

1. Parametres de chondroformation 

Les cultures sont realises dans le DMEM additionne de 1% de ITS+ et d'ascorbate a 50 jig/ml. ITS+ contient : 
6,25 u-g/ml d'insuline, 625 u.g/ml de transferrine, 6,25 u.g/ml de selenium, 1,25 mg/ml d'albumine de serum bovin et 
is 535 u,g d'acide linoleique. Les proteoglycanes et le collagene de type II sont directement doses dans le surnageant 
prealablement additionne d'inhibiteurs de protease. Avant les mesures, les agregats de cellules sont homogeneises 
par dissociation ultrasonique (3 impulsions de 10 secondes) dans du PBS contenant les inhibiteurs de protease. Les 
inhibiteurs de protease utilises dans cette etude sont I'acide 6-aminohexanoTque (0,1 M), le chlorhydrate de benzami- 
dine (0,05 M), un inhibiteur de trypsine (5.10" 8 M), I'EDTA (0,01 M) et le nitrure de sodium (6,7. 10" 3 M). 

20 

* Dpsage_ L a dl°d. mr ryQol2aigue C^'ALdes^p/otppglycanes 

Les proteoglycanes liberes dans le milieu de culture (MC) et presents dans les agregats chondrocytaires (AC) 
sont doses selon la methode decrite par P. Gysen et P. Franchimont (J. Immunoassay, (1 984), 5, 221 -243). La sensibilite 
25 anaiytique du RIA est de 0,6 ng/tubc. 

Les coefficients de variation intra- et inter-dosage sont inferieurs a 10 et 20% respectivement, le long de la partie 
lineaire de la courbe. Les anticorps sont diriges uniquement sur le determinant antigenique du noyau de la proteine. 
La somme des proteoglycanes dans le MC et dans les AC correspond a la production totale de la molecule. 

30 * Synthese de gl^cqs_amjno^ypanes sulfates 

Cette methode evalue la production de proteoglycanes sulfates par incorporation de 35 S0 4 . Les chondrocytes 
traites par les sels de strontium sont cultives en presence de Na 2 35 S0 4 pendant 24 heures. Les cellules sont separees 
pour centrifugation et rincees. Les glycosaminoglycanes presents dans le milieu de culture et les cellules sont extraits 
35 en presence d'inhibiteurs de proteases. 

La production totale de glycosaminoglycanes sulfates au cours des 24 heures de culture est evaluee par comptage 
de la radioactivite. Les extraits sont soumis a une chromatographie sur sepharose CL 2B pour etudier leur structure 
physicochimique. 

40 * Dpsage_ radio^mmunqlogigue_ (RIA)_du collagene^ de type Jl 

Le collagene de type II libera dans le milieu de culture et present dans la phase cellulaire est dose selon la methode 
RIA decrite par Y. Henrotin et coll. (J. Immunoassay, (1990), 11, 555-578). La limite de detection pour le dosage est 
de 3 ng/tube. Les coefficients de variation intra- et inter-dosage sont respectivement de 8 et 15%. Les anticorps sont 
45 diriges sur la partie heiicoTdale de la molecule native. 

2. Parametres de chondroresorptlon 

Les cultures sont realisees dans du DMEM additionne de 1% de TS+ et d'ascorbate k 50 u,g/ml. TS+ contient ; 
50 625 (ig/ml de transferrine, 6,25 jig/ml de selenium, 1 ,25 mg/ml d'albumine de serum bovin et 535 jig d'acide linoleique. 
Les proteoglycanes et le collagene de type II sont directement doses dans le surnageant prealablement additionne 
d'inhibiteurs de protease. Avant les mesures, les agregats de cellules sont homogeneises par dissociation ultrasonique 
(3 impulsions de 10 secondes) dans du PBS contenant les inhibiteurs de protease. 

55 * Dosage_de [activity de_ lajst romp lysine 

L'activite de degradation de caseine est dosee par de la caseine-r6sorufine marquee provenant de lait de vache 
(Boehringer Mannheim). Dans cette etude, I'activation de strom6lysine latente est produite par addition de APMA 
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(acetate para-aminophenylmercurique, Sigma Chemie, Deinsenhofen, Allemagne) k la concentration finale de 2 mM. 
Le milieu conditionne des chondrocytes est incube pendant 4 heures k 37°C. le milieu de culture active est incube 
avec 20 jig de caseine-resorufine marquee pendant 18 heures k 37°C dans une solution tampon titree (Tris-HCI 0,2 
M ; pH = 7,8) contenant du chlorure de calcium k 0,02 M. Apres cette incubation, la reaction enzymatique est stoppee 

s par addition d'acide trichlorac£tique k la concentration finale de 1,6%. L'6chantillon est centrifuge k 7000 g pendant 
15 minutes. Dans ces conditions, la caseine non clivee est totalement pr6cipit6e, alors que plus de 95% de la caserne 
clivee reste dans le surnageant. Les mesures sont effectu6es par fluorescence. La longueur d'onde d'excitation est 
de 574 nm et la longueur d'onde d'emission est de 584 nm. 

La courbe etalon est obtenue par incubation de quantites croissantes de stromelysine purifiee. En parallele, des 

10 echantillons contenant 10 mM d'EDTA ajoutes avant I'incubation sont trails de maniere similaire, fournissant des 
valeurs-temoin qui sont soustraites des valeurs obtenues avec le milieu actif. Les valeurs-temoin n'excedent jamais 
5% de la fluorescence mesuree dans le milieu actif. Tous les dosages sont effectu£s en double. 



B) Resultats 

Les resultats sont exprimes en ratios de proteoglycanes et de collagene de type II lib§r£s dans les milieux de 
culture et presents dans les phases cellulaires, par u.g d'ADN. Les moyennes ± les deviations standards des moyennes 
sont calculees. Les comparaisons entre les groupes sont r6alis6es en utilisant le test t de Student non-apparie ; les 
differences sont considerees comme statistiquement significatives lorsque p < 0,05. 

1. Parametres de chondroformation 



* Ppsa(}e_ r^adio^mmunqloqigue_ ^ A)_ des_ proteoglycan es 

Les resultats suivants montrent les effets, k differentes concentrations, du sel distrontique de I'acide 2-[N,N-di 
(carboxymethyl)amino]-3-cyano-4-carboxym6thylthiophene-5-carboxyli-que sur la production totale (milieu de culture 
+ phase cellulaire) de proteoglycanes apres 24, 48 et 72 heures de culture. 



Temps de culture 


Concentration 


ng/[ig ADN* 


Test t de Student** 




0 (controle) 


83,4 ±4,1 




24 heures 


10" 4 M 


79,8 ± 3,5 


NS 




5.10" 4 M 


78,5 ± 3,4 


NS 




10" 3 M 


89,7 ±4,1 


NS 




0 (controle) 


104 ±7,65 




48 heures 


10' 4 M 


111 ±15,4 


NS 




5.10- 4 M 


123 ±3,6 


p < 0,05 




10~ 3 M 


136 ± 13,8 


p < 0,05 




0 (controle) 


120 ±8,5 




72 heures 


10" 4 M 


155 ±2,51 


p < 0,05 




5.10- 4 M 


173±3 


p < 0,05 




10- 3 M 


176± 11,3 


p < 0,05 



* moyenne± deviation standard 
** NS = Non Significatif 



* Piqd_uctjqn de g ly cosa m in ofllyc a n es_ s ulf at^e_s 



Les resultats confirment par une deuxieme methode les effets du sel distrontique de I'acide 2-[N,N-di(carboxyme- 
thyt)amino]-3-cyano-4-carboxym6thylthiophene-5-carboxylique (compose A) sur la synthese de proteoglycanes et 
montrent que le chlorure de strontium presente les memes effets, ce qui indique que le strontium est responsable de 
cette stimulation de la chondroformation par les chondrocytes humains. 
Les resultats obtenus apres 24 heures de culture sont rassembl6s dans le tableau ci-dessous : 



5 



EP 0 813 869 A1 



ComposeVConcen tration 


c.p.m. /10 6 cellules 


Test t de Student 


Controle 


43 871 ±1124 




Compose //10' 3 M 


52 005 + 983 


p < 0,05 


SrCI 2 /210*3M 


52 839 ± 439 


p < 0,05 



Les profils chromatographiques obtenus avec ies deux sels de strontium et en particulier avec le compose A 
mettent en evidence une synthese accrue de glycosaminoglycanes de haut poids moteculaires. Le tableau ci-dessous 
presente la repartition (%) des proteoglycanes synthetises en fonction de leur poids moleculaire. 





Haut 
poids moleculaire 
Kd<0,13 


0,13 <Kd< 0,7 


Faible 
poids moleculaire 
Kd>0,7 


Controle 


27 


42 


30 


Compose A / 10' 3 M 


68 


19 


13 


SrCl 2 /2.10- , M 


36 


36 


28 



* Ppsage radio^mmynqlggigue [_RIA)_du cqllagene de typejl 

Les resultats suivants montrent les effets, a differentes concentrations, du sel distrontique de I'acide (compose A) 
sur la production de collagene de type II libere dans le milieu de culture apres 24, 48 et 72 heures de culture. 



Temps de culture 


Concentration 


ng/^g ADN* 


Test t de Student** 




0 (controle) 


4,8 + 0,2 




24 heures 


10- 4 M 


5 ±0,2 


NS 




5.10- 4 M 


5,3 ±0,3 


NS 




10* 3 M 


5,1 ±0,4 


NS 




0 (controle) 


6,1 ±0,5 




48 heures 


10' 4 M 


6,6 ±0,3 


NS 




5.10- 4 M 


7,2 ±0,5 


NS 




10- 3 M 


8,6 ± 0,2 


p < 0,05 




0 (controle) 


6,4 ±0,25 




72 heures 


10-4 M I 


5,9 ±0,8 


NS 




5.10-4 M 


7,4 ± 0,3 


p < 0,05 




10- 3 M 


8,8 ± 0,4 


p < 0,05 



* moyenne ± deviation standard 
** NS = Non Significatif 



2. Parametres de chondroresorption 

* Dosage_de [activrte_de Ia_strpm6 lysine 

Les resultats suivants montrent les effets, a differentes concentrations, du sel distrontique de I'acide 2-[N,N-di 
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10 



15 



20 



25 



(carl^xymethyl)amino]-3<yano-4-carboxymethylthiophene-5-carboxylique sur la production de stromelysine apres 
24, 48 et 72 heures de culture. 



Temps de culture 


Concentration 


ng4ig ADN* 


Test t de Student** 




0 (controle) 


0,69 ± 0,021 


- 


24 heures 


10* 4 M 


0,73 ± 0,072 


NS 




5.10- 4 M 


0,72 ± 0,026 


NS 




10-3 M 


0,75 ± 0,026 


NS 




0 (controle) 


1,43 + 0,025 




48 heures 


10- 4 M 


1,45 ±0,077 


NS 




5.10- 4 M 


1,48 ±0,071 


NS 




10- 3 M 


1,51 ±0,010 


ns ; 




0 (controle) 


1,79 ±0,065 




72 heures 


10-4 M 


1,87 ±0,025 


NS 




5.10- 4 M 


1,78 ±0,15 


NS 




10- 3 M 


2,05 ±0,1 6 


p < 0,05 



* moyenne ± deviation standard 
** NS - Non Significatif 

EXEMPLE B : COMPOSITION PHARMACEUTIQUE : COMPRIMES 



30 



Comprimes doses a 500 mg de sel distrontique de I'acide 2-[N,N-di(carboxym§thyl)amino]-3-cyano-4-carboxyme- 
thylthiophene-5-carboxylique, soit 170 mg de strontium. 



Formule de preparation pour 1000 comprimes : 


Sel distrontique de I'acide 2-[N,N-di(carboxymethyl)amino]-3-cyano- 


500 g 


4-carboxymethylthiophene-5-carboxylique 






(soit 170 mg de strontium) 


Amidon de b!6 


1000 g 


Lactose 


800 g 


Stearate de magnesium 


50 g 


Silice 


20 g 


Hydroxypropylcellulose 


50 g 



35 



40 



Revendications 



45 



1 . Utilisation de sels de strontium pour I'obtention de compositions pharmaceutiques destinees a la prevention et au 
traitement de Tarthrose. 



50 



55 



2. Utilisation selon la revendication 1 du sel distrontique de I'acide 2-[N,N-di(carboxym6thyl)amino]-3-cyano-4-car- 
boxymethylthiophene-5-carboxylique. 

3. Compositions pharmaceutiques utiles dans la prevention et le traitement de I'arthrose contenant un sel de strontium 
selon la revendication 1 , seul ou en combinaison avec un ou plusieurs excipients ou vShicules inertes, non toxiques 
et pharmaceutiquement acceptables. 

4. Compositions pharmaceutiques selon la revendication 3 contenant le sel distrontique de I'acide 2-[N,N-di(carboxy- 
methyl)amino]-3-cyano-4-carboxymethylthiophene-5-carboxylique, seul ou en combinaison avec un ou plusieurs 
excipients ou vehicules inertes, non toxiques et pharmaceutiquement acceptables. 
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Utilisation selon la revendication 1 du chlorure de strontium. 

Compositions pharmaceutiques selon la revendication 3contenant le chlorure de strontium, seul ou en combinai- 
son avec un ou plusieurs excipients ou vehicules inertes, non toxiques phanmaceutiquement acceptables. 
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